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摘要 : 丝氨酸 蛋白酶 是 昆虫 体内 一 类 重要 的 消化 酶 , 为 了 了 解 该 类 酶 的 分 子 特性 及 功能 , 本 研究 利用 粉 纹 夜 蛾 
Trichoplusia ni 围 食 膜 蛋 白 多 克隆 抗体 往 选 华北 大 黑 鳃 金龟 Holotrichia oblita 中 肠 cDNA 表达 文库 , 首次 得 到 编码 华 
北大 黑 鳃 金龟 丝氨酸 蛋 日 酶 cDNA 序列 , 命名 为 HoSPI ( GenBank 登录 号 为 FJ573146) 。 序 列 分 析 表 明 , 该 基因 长 
902 bp, 开放 阅读 框 (ORF) 长 783 bp, 编码 260 TAR, 推测 分 子 量 和 pl 值 分 别 为 26.7 kDa 414.19, 不 含有 N- 
糖 基 化 位 点 , 但 在 Thris; 处 有 一 个 0- 糖 基 化 位 点 , 含有 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 , 组 成 3 对 二 硫 键 , 对 于 维持 和 蛋白 
质 的 三 级 结构 起 着 重要 的 作用 。 通 过 与 几 种 丝氨酸 重 日 酶 的 比 对 发 现 , 该 酶 具有 组 氨 酸 (His)、 天 冬 氨 酸 (Asp)、 
LAR (Ser) 催化 中 心 , 与 褐 新 西 兰 肋 翅 鳃 金龟 Costelytra zealandica 的 14 种 丝氨酸 重 白 酶 有 明显 的 相似 性 , 其 中 
与 CzSP3 的 序列 一 致 性 最 高 , 为 52.47% 。 把 该 基因 与 pET21b 载体 重组 后 ,进行 体外 表达 , 以 BTEE HEH, W 
得 该 酶 的 活力 为 0.0378 pmol/mg + min。HoSP1 基因 的 克隆 及 体外 表达 为 进一步 研究 该 酶 在 华北 大 黑 鳃 金龟 体内 
的 表达 及 功能 提供 了 依据 。 
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Molecular cloning, sequence analysis and expression of serine protease 


cDNAs from the midgut of Holotrichia oblita ( Coleoptera. Melolonthidae ) 
LIU Hai-Ming, ZHENG Gui-Ling, LI Chang-You, ZHOU Hong-Xu ' ( Key Laboratory of Integrated Crop 
Pest Management of Shandong Province, College of Agronomy and Plant Protection, Qingdao Agricultural 
University, Qingdao, Shandong 266109, China) 

Abstract. Serine proteases are one group of important digestive enzymes in insects. To clarify the 
characteristics and functions of serine proteases, we used the polyclonal antiserum of peritrophic 
membrane protein from Trichoplusia ni to screen cDNA expression library of the midgut of Holotrichia 
oblita, and obtained a full-length cDNA clone encoding serine proteases named as HoSP1 ( GenBank 
accession no. FJ573146). The sequence analysis indicated that HoSP/ is 902 bp in length with an 
opening reading frame of 783 bp encoding 260 amino acid residues with the predicted molecular weight 
26.7 kDa and pl 4. 19. Without N-linked glycosylation site, HoSP1 has an O-linked glycosylation site at 
Thr,;, and six conservative cysteines forming three pairs of disulfide bonds, which play an important role 
in sustaining the protein tertiary structure. Amino acid sequence alignment with several kinds of serine 
proteases showed that HoSP1 has the catalytic active centers of histidine, aspartic acid and serine, and 
shares significant similarity to 14 kinds of serine proteases from Costelytra zealandica, with the highest 
identity (52. 4796 ) to CzZSP3. After the gene was recombined into pET21b and expressed in vitro, the 
activity of HoSP1 was determined with BTEE as the substrate, which was 0. 0378 jumol/mg * min. The 
molecular cloning and expression in vitro of HoSP1 lay a foundation for further research of its expression 
and function in H. oblita. 
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缘 氨 酸 和 蛋 日 酶 是 一 个 重 白 酶 家 族 , 它们 的 作用 
是 断裂 大 分 子 蛋 白 质 中 的 肽 键 , 使 之 成 为 小 分 子 重 
白质 , 其 激活 是 通过 活性 中 心 一 组 氨基 酸 残 基 ( 其 
中 之 一 是 丝氨酸 ) 变化 实现 的 。 丝 氨 酸 和 蛋白酶 在 昆 
忠生 理 过 程 中 具有 重要 作用 , HRW F HE HA 
行 初步 消化 , 参与 重 日 质 的 降解 和 合成 (Johnston et 
al., 1991; Christeller et al., 1992); 在 昆虫 生长 发 育 
过 程 中 也 起 着 重要 的 作用 , 对 其 生长 、 发 育 、 赔 皮 
和 变态 等 生长 发 育 过 程 尤其 重要 , 为 必需 的 生化 酶 
类 (Lehane et al., 1998; Kotani et al., 1999), 2%, 
MRE ERATES PE BA IS EK E 22 402 8: EA SET TE] 
来 完成 , 这 些 蛋 日 酶 抑制 剂 通 过 对 昆虫 体内 和 蛋白酶 
活性 的 调节 , 控制 昆虫 的 正常 生长 发 育 过 程 。 近 年 
o, 一 些 研 究 已 经 证 明 , FAEH EEEX Bt 抗 
性 中 起 减少 毒素 活性 或 增加 毒素 降解 作用 , 昆虫 对 
Bt 产生 抗 性 有 可 能 依赖 于 昆虫 肠 道 中 蛋 日 酶 水 平 
或 类 型 的 变化 ; 有 报道 指出 ， 印 度 谷 虹 Plodia 
interpunctella Hübner Hi TE m R LA K JN F qu R 
Heliothis virenscens Fabricus $t TE m 2 BJ "| Ee E ES SI 
活性 显著 降低 (Oppert et al., 1994; Forcada et al., 
1996; Keller et al., 1996; Huang et al., 1999) 。 

TS ZZ SR SR. ET BSETE Eb UAE IUE PERE 
H, AMEURDESUN HT EE EU ZE SIR SS ELLE 
抑制 剂 基因 转 和 人 到 植物 中 , 获得 了 对 昆虫 具有 高 抗 
性 的 转基因 植物 , 并 在 生产 中 得 到 了 广泛 应 用 。 例 
如 把 大 豆 丝 所 酸 重 日 酶 抑制 剂 基因 转 和 人 到 不 同 植物 
中 , 获得 了 对 鞘翅 目 、 鳞 有 翅 目 昆虫 高 抗 性 的 烟草 、 
FI BRA, 把 页 豆 胰 重 日 酶 抑制 剂 基因 转 人 到 
HE FIn BBA HA kE, 使 其 对 鞘翅 目 、 
鳞 翅 目 、 直 翅 目 昆虫 有 了 明显 抗 性 ,把 南瓜 胰 重 日 
酶 抑制 剂 基因 转 人 到 烟草 中 获得 了 对 鳝 翅 目 昆虫 高 
抗 性 的 转基因 烟草 (Schuler et al., 1998) 。 因 而 为 
了 更 好 地 利用 丝氨酸 和 集 日 酶 换 制 剂 防治 害 忠 ， 有 必 
要 了 人 解 害 虫 体内 丝氨酸 蛋白 酶 的 种 类 和 特性 ,国外 
已 从 鲜 起 目 、 双 这 目 、 甘 翅 目 等 昆虫 分 离 了 多 个 丝 
ARE HMA (Jiang et al., 2005; Mittapalli et al., 
2006; Prabhakar et al., 2007 ; Marshall et al., 2008) 。 
金龟 子 幼虫 长 期 在 土壤 特殊 小 生境 中 生活 ,消化 特 
殊 的 营养 物质 ( 李 帅 等 , 2008) , 在 消化 道中 可 能 存 
在 与 特殊 小 生境 相 适 应 的 集 日 消化 酶 , 人 研究 丝氨酸 
蛋白 酶 基因 分 子 结构 可 以 增加 对 昆虫 丝氨酸 蛋白 酶 
生理 作用 的 了 解 , 为 虫害 防治 提供 理论 依据 ,因此 
本 研究 以 华北 大 黑 鲁 金 包 Holotrichia oblita 为 材料 ， 
克隆 了 中 肠 丝 氨 酸 和 蛋白酶 基因 ,并 实现 了 其 在 体外 


表达 系统 的 表达 , 为 以 丝氨酸 重 白 酶 为 丢 标 开发 新 
的 和 蛋白酶 搞 制 剂 提 供 依 据 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 供 试 虫 源 

华北 大 黑 鳃 金 旬 成 虫 采集 于 青岛 农业 大 学 周边 
树木 上 , 产 卵 后 在 28 培养 箱 内 用 马铃薯 块 饲养 至 
3 龄 幼虫 。 
1.2 培养 基 

LB Broth, LB Agar, NZY Broth, NZY Agar, 
NZY Top Agar, LB with Supplements; 
1.3 试剂 

RNeasy Mini Kit 和 Oligotex mRNA Mini Kit 35 
Wy E QIANGEN Z* HJ, cDNA Synthesis Kit Jj B 
Stratagene 7x Fj, Pierce Human /n vitro Protein 
Expression Kit for DNA Template 购 目 Thermo 公司 ， 
粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni 围 食 膜 蛋白 多 克隆 抗体 由 
康 力 尔 大 学 王 平 博士 馈赠 ; goat anti-rabbit IgG 
(alkaline phosphatase conjugate antibody developed in 
goat) (Sigma) 购 上 自 博士 德 生物 工程 有 限 公 司 ; Hind 
IA BamH I 购 自 TaKaRa 公司 。 
1.4 华北 大 黑 鳃 金龟 中 肠 cDNA 文库 的 筛选 

解剖 1 头 华 北大 黑 鳃 金龟 3 龄 幼虫 ,提取 总 
RNA ,纯化 得 到 mRNA, 利用 Stratagene 公司 cDNA 
Synthesis Kit 及 ZAP-cDNA Gigapack Gold Cloning 
Kit, 构建 其 中 肠 cDNA 表达 文库 , 参照 picoBlue™ 
Immunoscreening Kit ( Stratagene, LaJolla, CA) 方 
法 , 用 粉 纹 夜 蛾 围 食 膜 蛋白 多 克隆 抗体 从 cDNA x 
达 文 库 中 筛选 围 食 膜 重 日 基因 : 将 硝酸 纤维 素 膜 在 
含 1% BSA CF LT EAR EL) 的 TBS 中 封闭 , 第 一 搞 
体 以 1:10 000, 二 抗 ( 羊 抗 免 AP) LA 1:20 000 FERE, 
以 NBT 和 BCIP 进行 第 一 轮 和 第 二 轮 筛 选 , 最 后 挑 
XO — $6 n ve HY BH TEE EN DI. 根据 Uni-ZAP XR 
Vector Kit and Uni-ZAP XR Gigapack Cloning Kits 
(Stratagene, La Jolla, CA) 操作 步骤 将 pBluescript 
SK( - ) phagemid ( Stratagene, LaJolla, CA) 3# 
行 切除 。 
1.5 DNA 的 测序 

将 切除 的 cDNA 阳性 克隆 提取 质粒 ， 进 行 限 制 
PEREIS IA OT, 挑 取 酶 切 产 物 不 同 的 殉 隆 , Hj T3 
和 了 7 引物 进行 cDNA 双向 测 序 。 
1.6 重组 表达 载体 pET21b-HoSPI 的 构建 

以 粉 纹 夜 蛾 围 食 膜 蛋 日 多 死 隆 抗 体 躲 选 得 到 的 
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cDNA 阳性 克隆 为 模板 , 以 正 问 、 反 癌 引 物 进 行 扩 
增 , 菜 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 并 回收 扩 增 片段 ，Hind 
I/BamH I XX 8g H [n] i Hr Ez VA. pET21b 质粒 载 
Hk, 16 连接 过 夜 , 构建 重组 表达 载体 , 转化 到 大 
iT æ Escherichia coli DH5a, 在 LB 抗 性 平板 ( 含 
100 pg/mL HARRER) 上 节选 重组 子 ， 提 取 质 
粒 DNA, 进行 Hind ll/BamH I 单 酶 切 、 双 酶 切 鉴 定 
分 析 。 

1.7 丝氨酸 蛋白 酶 重组 绰 白 的 表达 及 活性 测定 
1.7.1 在 原核 细胞 中 的 表达 : 挑选 插入 正确 的 重 
组 质粒 pET21b-HoSP1 转化 BL21 感受 态 细胞 , 然后 
接种 于 含有 100 pg/mL amp 的 LB 液体 培养 基 中 ， 
37*C , 220 r/min 振荡 培养 ; 2 hj, 取 1 mL 至 离心 
管 中 作 为 未 族 导 的 培养 物 ,剩余 培养 物 中 加 入 
IPTG 至 终 浓度 1 mmol/L, 分 2, 4, 6, 8 和 10 h 不 
同时 间 段 诱导 表达 ,并 分 别 取 1 mL 至 离心 管 中 ; 
于 室温 12 000 r/min 离心 1 min, 3$ E38, 每 一 份 沉 
省 重 悬 于 100 uL 的 1x 有 蛋白 上 样 缓冲 液 中 ,煮沸 
5 ~10 min, 室温 12 000 r/min 离心 1 min, W15 uL 
上 清 进行 SDS-PAGE。 将 诱导 表达 10 h 后 的 培养 
物 , 8 000 r/min 离心 5 min, 把 菌 体 收 集 于 50 mL 
的 离心 管 中 , 加 入 20 mL 0.1 mol/L 的 Tris-HCl( pH 
8.0) , 把 离心 管 放 在 冰 浴 中 , 用 VCY-750 超声 波 处 
理 船 (上海 研 永超 声 设 备 有 限 公 司 ，750 watts) 破 
雁 ， 功 率 设 定 为 40% , 处理 2 min， 其 中 破碎 S s, 
停止 $S s, 然后 10 000 r /min 离心 10 min, 收集 上 
清 , 沉淀 中 加 入 3 mL 0. 1 mol/L 的 Tris-HCl (pH 
8.0), YT, 取 60 pL 加 入 30 uL 的 3( 重 白 上 样 组 
冲 液 , HB ~ 10 min, 室温 12 000 r/min 离心 
min, W 15 uL 上 清 进行 SDS-PAGE, 

1.7.2. 在 无 细胞 的 体外 表达 系统 中 表达 及 活性 测 
XE: 以 重组 表达 质粒 pET21b-HoSPI 为 模板 , 利用 
Thermo 公司 的 Pierce Human In Vitro Protein 
Expression Kit for DNA Template A FEARI, Ab 
理 组 与 对 照 组 分 别 加 入 pET21b-HoSP1 重组 表达 质 
粒 以 及 pET21b 空 载体 , 然后 进行 转录 、 翻 译 , 详细 
实验 方法 参考 说 明 书 。 

N-AE HH z-L- Bi 24 St C, RS CBTEE) 以 1 mol/L ?& 
ERTE 10% (v/v) 甲醇 的 0.15 mol/L 的 NaCl 78 
液 中 , 取 该 液 0.5 mL 两 份 , 分 别 加 入 0.5 mL 4 Ah 
理 组 表达 产物 以 及 对 照 组 反应 产物 的 Tris-HCL 缓冲 
液 (0.2 mol/L, pH 8.5), 反应 15 min, 然后 以 对 照 
HIE, 在 256 nm 处 测定 吸光 值 ( 史 艳 霞 等 , 2008) 。 


1.8 数据 统计 与 分 析 

使 用 DNAMAN 软件 包 和 BLAST 数据 库 搜索 程 
序 进行 DNA、 氨 基 酸 序列 分 析 和 数据 库 搜索 , 结构 
域 分 析 使 用 http://www. expasy. org/prosite/， 糖 基 
化 位 点 预测 使 用 http://www. cbs. dtu. dk/services/ 
NetNGlyc1. 0/; http://www. cbs. dtu. dk/services/ 
NetOGlyc3. 1/; 丝氨酸 集 日 酶 的 活力 采用 下 列 公 式 
计算 

REJI ( pmol/mg * min) = 


底 物 浓度 (kmolL) x 反应 体积 (pL) x 10" 
生日 含量 (ng) x 反 应 时 间 (min ) 


2 结果 与 分 析 


2.1 cDNA 文库 的 筛选 及 华北 大 黑 鳃 金龟 SPI 基 
因 序 列 分 析 

用 粉 纹 夜 蛾 围 食 膜 蛋白 多 克隆 抗体 , SES DG 
华北 大 黑 鳃 金 包 中 肠 cDNA 表达 文库 , ZEITUNG 
选 ,获取 阳性 克隆 , 用 helper phage 进行 体外 切除 、 
测序 , 将 获得 的 序列 通过 BLAST 进行 相似 性 分 析 。 
fiti ze th HU EH TESTES qr 4 7j HoSPI, GenBank 登录 号 
J FJ573146, 利用 DNAMAN 软件 进行 核 苷 酸 序列 
分 析 显 示 , HoSPI 基因 长 902 bp, 5' 端 具有 起 始 密 
码 子 ATG, 3' 问 有 98 bp 的 非 编码 区 , 含 终止 密码 
T, Æ polyA 末端 上 游 20 bp 处 有 一 个 多 聚 腺 苷 酸 
终止 信号 序列 AATTAT。 开 放 阅 读 框 (ORF ) 长 783 
bp, 编码 260 TAER, N maA 17 个 氨基 酸 组 成 
的 信号 肽 (图 1)， 推 导 的 重 日 质 分 子 量 为 26.7 
kDa, 等 电 点 pl 为 4.19。 

HoSP1 不 含有 N-A REMA, 但 在 Thr; 处 有 
一 个 0- 糖 基 化 位 点 , 而 且 含 有 3 对 半 胱 氨 酸 残 基 ， 
分 别 位 于 第 65 5E 81 位 、187 与 201 位 、211 与 237 
fir, 这 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 其 组 成 3 对 二 硫 键 ， 
对 于 维持 和 蛋白质 的 三 级 结构 起 着 重要 的 作用 。 

2.2 HoSP1 与 已 知 丝氨酸 蛋白 酶 的 保守 性 分 析 及 
聚 类 分 析 

通过 对 HoSP1 和 14 种 福 新 西 兰 肋 翅 鳃 金色 
Costelytra. zealandica 丝氨酸 和 蛋白酶 的 序列 比 对 ,发 
现 它们 之 间 具 有 和 较 高 的 同 源 性 , 氨基 酸 的 长 度 集中 
在 257 ~294 aa 之 间 , 均 合 有 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 
残 基 , 组 成 3 对 二 硫 键 (图 2)。HoSP1 与 14 种 褐 新 
西 兰 肋 这 鳃 金 包 丝氨酸 蛋 日 酶 具有 保守 的 催化 三 联 
活性 中 心 ，TamHC，,，DnoV 和 ACpGDSGG (m, n, o 
和 op 分别 表示 该 位 置 的 氨基 酸 是 可 变 的 ) 分 别 是 15 
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AGATGTTCGCGTTTGCAGTACTATTGGCTCTTGGAGCTACTGTTTCAGCTTACCCGAGGTCATCACTTC 
M FF À PF A V L L A L G A T V A Y P ER » $9 L 
CTGCGTACTTGAACAATCCCAAAATTGACACAAACGGTAGCTGGAGAATTGTTGGTGGTGAAAATGCAG 

P A Y L N N P K IL DT N 6G $5 W R I V 6 G E N A 
CACCTGGAGAATTTCCCTTCATTGTATCTTTGAGAGGATCAGGTAATAATCACTTCTGTGGAGGCAGTA 
A PG EF PF I V SL RG SG N N HF M G G 5 
TTATAAACCCTCGATCGGTCCTTACAGCCGCTCACTGCCTAATCGGAGCGTCTCCCTCCCAAGTATTTG 
I I NP R 5S V L T A A Hg L IG A SP 5 Q V FEF 
CCGTCGCAGGAACTAACACACTGAATTCTGGAGGAGTTACTATAGGCAGCCAGTCTTTAATTATAAATC 
A V ÀÁÀ G T N T LNS G G& V T 1i & 5 gU L LI IN 
CGGATTACGACGATGAAACTATCGCAAATGATGTTGGTGTTGTCTTATTGCAGGGAGACTTCGCATTCT 
P DY DD ET I A NDV cV vVLLGQGDIFAILFF 
CTAATTTAATAGCACCAGTAGAACTAAGTAACACCAATGTCGGATCAGTTCCGGCCACTTTAAGTGGTT 


SNLIAPVELSNTNVGSVPAL[lLsG 


GGGGTGTGACTGGTGTCGATGAAGGCGCACCGAACGATTTACAACGTTTGAGTACTCAAACTATAGAAA 
W GV TG VDEG APNDLSOTLSTSOTIE 
ATTCTGTGTGCCAATTGTTTTGGGGATCTTCCGTAGCATCAACCCAAATTTGCATCTTATCACCAAATG 
NsvllbaLrPFwossvasToriM&ILSPN 
GTCAGGGAGCATGTTTCGGTGACTCAGGAGGCCCATTAATCGACTCTAATAGTCGAGTTCAACTTGGTA 
GQGABrFGDSGGPLIDSNSRVOQLG 
CAGTTTCTTTCGGAGTTGCATGTGCTGTGGGTTTCCCAGATGTTTTCGCCAGGGTATCTGCATTTAATT 
T VS FGVAEGAVGFPDVEFARVSAFN 
CTTGGATAAATAGTGTATCTGCA[TAATAAAATATAGTTTACTGTGTACGACGCGATATTAAAAATAGAA 
SWVIN SYV SA * 
ATATGACATGTATCAAAATTCTAACGTCATTAAAATTATCATATTGTAAATCCACAAAAAAAAAAAAAA 
AAAAA 


图 1 华北 大 黑 鳃 金 怨 SP1 基因 (HoSP1 ) cDNA ECHE BRE 71 Rte Sr B5] S8 ERE 9j 


Fig. 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of HoSP] cDNA from Holotrichia oblita 
翻译 起 始 密 码 子 为 下 划 线 所 示 ; 终止 密码 子 在 实 线 方 框 内 显示 ; 信和 号 肽 用 双 下 划 线 表示 ; 多 聚 腺 音信 和 号 序列 在 虚线 方 框 内 显示 ; 二 硫 键 示 灰 
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色 背 景 ; 0- 糖 基 化 位 点 为 双方 框 内 字体 所 示 ; 活性 中 心 用 波浪 线 所 示 。The initiation codon is underlined. The translation stop codon is indicated in 
solid box. The signal peptide is double underlined. The polyadenylation signal sequence is indicated in the dotted box. Disulphide bond regions within the 


chitin-binding domains are grey background. A putative O-glycosylation site is indicated in double solid box. The catalytic active sites are indicated by 


wave line. 


PAREHA, DAC SATAURIL ZZ SR BAT DR 
守 区 域 , 不 含 Clip 结构 域 ; 均 含 有 RsVGG 酶 原 转 
变 为 成 熟 酶 的 保守 区 域 作用 位 点 , 其 中 ROIVGG 是 
HoSP1 的 酶 原 转变 为 成 熟 酶 的 作用 位 点 ，HoSP1 Wü 
原 和 成 熟 酶 的 氨基 酸 长 度 分 别 是 260 和 223。 

以 粉 蚊 夜 峨 围 食 膜 几 丁 质 结合 蛋白 CBP2 为 外 
群 , 采用 DNAMAN 软件 中 的 Observed Divergence 法 
构建 HoSP1 与 14 种 褐 新 西 兰 肋 读 鳃 金色 丝氨酸 和 蛋 
日 酶 的 进化 树 ( 图 3)。Marshall 等 (2008 ) XF Á 388 
HE NAA RA EMBER H H 44 种 昆虫 的 76 
个 成 熟 丝 氨 酸 和 蛋 日 酶 进行 比 对 , 建立 了 昆虫 丝 氮 酸 
蛋白 酶 系统 树 ,， 把 14 种 褐 新 西 兰 肋 翅 鲁 金龟 丝 氮 
酸 生日 酶 划分 为 4 个 进化 核 (Clade ) : CzSP1 和 
CzSP2 为 第 1 进化 枝 (Clade I ); CzSP3 -8 为 第 2 
进化 枝 (Clade I); CzSP9 - 13 为 第 3 进化 枝 


(Clade M); CzSP14 为 第 4 进化 枝 (Clade W); 
Marshall 等 (2008 ) 依 据 底 物 特性 以 及 丝氨酸 和 蛋 日 酶 
特性 分 析 , 发 现 类 胰 重 日 酶 和 类 胰 凝 乳 重 昌 酶 明显 
地 被 划分 为 两 组 , 后 验 概率 分 别 为 0.89 和 0.96, 
其 中 , 第 1 进化 校 (CzSP1 和 CzSP2) 与 第 4 进化 梳 
(CzSP14) 具有 类 胰 和 蛋白 酶 活性 ， 第 2 进化 校 
(CzSP3 -8) 与 第 3 dit [E ( CzSP9 -13) 具 有 类 胰 凝 
乳 和 蛋白 酶 活性 。 图 3 表明 第 1 ~4 进化 校 的 聚 类 值 
分 别 为 83% , 6796 , 85% $1 10096 , 而 15 种 丝氨酸 
蛋 日 酶 (包括 HoSP1 ) 与 外 群 CBP2 H RKB, 
仅 为 33% ,进一步 证 明 HoSP1 AÉ— Rb zz 54 ERE E 
酶 。HoSP1 与 CzSP3 -8 最 先 聚 为 一 类 ， 属 于 第 2 
进化 枝 (Clade IL), 因为 第 3 HERRA XK RREZ 
和 蛋白酶 活性 , 因此 预测 HoSP1 应 该 属于 类 胰 凝 乳 蛋 
日 酶 。 
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HoSP] Iac 70 
CzSPI T9 61 
CzSP2 NS ovis ls LSLFVAYAVGAPQKRAALPR Yl® 63 
Eee MLKLAVLLALVAFAAALPAAVIHTV........ Fe 68 
FREE — — aun oramus LH LVAFAAAIPAAVIHTV........ Fe 68 
EMEN — nsscnirass FLALLVLAVAVTGSAIPAVPNV........ o 68 
CGE 0 ias menu MLKFVVLLAFVAAVT..AVPAFLTV........ g 66 
DEUS — uaaewawsa LVAITN..AFPRIPTV........ ( 66 
ES Ey Se BLL I) we aa @ 66 
CzSP9 MKLLTIVVSLFALALCEEDHVDWSKVKTRDLVVTN....... € 80 
CzSPIO We uem deci LEE — 9 80 
CzSPIl MKLLTIVVSLFALALCEEDHVDWSKVKTRDLVVTN....... C 80 
CzSPl2 MKLLAIVVSLFALALCEEDHIDWSKVKTRDIVVTN....... $ 80 
CzSPI13 MKVLVAI LVYAEED.LDWSTVKPKDIRIPWPVGAELTPILKQFYDN @ 86 
CzSPld  M....... FALKTSVFLLCLSFIYGEKSPFELINEG Q 68 
Consensus l ë 

HoSPI 150 
CzSPI 141 
CzSP2 143 
CzSP3 148 
CzSP4 148 
CzSP5 148 
CzSP6 146 
CzSPY 146 
CzSP8 148 
CzSP9 161 
CzSP10 161 
CzSPII 161 
CzSP12 QPI 161 
CzSP13 PCAVTLSASIQIL 167 
CzSP14 DN...LKFNVNVN 153 
Consensus 

HoSPI 231 
CzSPI 224 
CzSP2 226 
CzSP3 229 
CzSP4 229 
CzSP5 229 
CzSP6 221 
CzSP7 TER ass : 227 
CzSP8 TG 311 8 229 
CzSP9 DFDRTFA TMTleNe 246 
CzSPIO  DFDRTFAGLPATMT®AMI 246 
CzSPII rs 3 246 
CzSPl2 DFDRTFA E 246 
CzSPl3 | DVGNNFSGTSARISÉ 252 
CzSP14 FIP. .PENTSCIVS@ 3 234 
Consensus g 

HoSPI 260 
CzSPI 255 
CzSP2 257 
CzSP3 261 
CzSP4 261 
CzSP5 261 
CzSP6 259 
CzSPT7 AS 
CzSP8 258 
CzSP9 282 
CzSPIO 282 
CEPI 283 
CzSP12 283 
CzSP13 288 
CzSP14 S 294 
Consensus 





图 2 HoSP1 与 褐 新 西 兰 肋 翅 鳃 金龟 14 种 丝氨酸 和 蛋 日 酶 序列 比 对 


Fig. 2 Amino acid sequence alignment of HoSP1 with 14 kinds of serine proteases from Costelytra zealandica 


2.3 重组 表达 质粒 pET21b-HoSPI 的 构建 
图 4 表明 , 经 过 PCR 扩 增 后 , 在 0.7% B] XUI 
糖 凝 胶 上 得 到 0. 8 kb 左右 的 目的 片段 ( 泳 道 1), 泳 
id 2 为 pET-21b 载体 的 Hind Ill f BamH TI 双 酶 切 产 
物 , 为 5.4 kb 的 线形 片段 , 泳 道 3 为 pET21b- 
HoSPI1 的 Hind lll fll BamH I NEHU H, 得 到 0.8 
kb 左右 的 目的 片段 , 泳 道 4 和 5 分 别 为 pET21b- 


HoSP1 的 BamH I 和 Hind M HŽ, 得 到 
6.2 kb 的 片段 , 表明 目的 片段 插入 到 表达 载体 中 ， 
重组 表达 质粒 pET21b-HoSP1 构建 成 功 。 
2.4 HoSP1 的 体外 表达 及 活性 测定 

图 5 表明 , 在 原核 细胞 表达 体系 中 诱导 表达 出 
26.7 kD 的 和 蛋 日 汕 ， 随 着 诱导 时 间 的 延长 蛋白 的 表 
达 量 逐渐 增加 ,而 未 加 IPTG 的 对 照 组 没有 相应 重 
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图 3 HoSP1 5 14 种 丝氨酸 和 蛋白 酶 同 源 进化 树 
Fig. 3 Phylogenetic tree of HoSP1 with 14 kinds 


of serine proteases 





图 4 目的 片段 的 PCR 扩 增 (A) 及 重组 表达 
质粒 酶 切 鉴定 (B) 图 谱 
Fig. 4 Amplification of the target fragment by PCR (A) and 


restriction digestion of the recombinant expression plasmid ( B) 
1: HoSP1 ; 2: pET21b digested with Hind [ and BamH | ; 3: pET21b- 
HoSP1 digested with Hind ll and BamH | ; 4: pET21b-HoSP1 digested 
with BamH | ; 5: pET21b-HoSP! digested with Hind lll ; M: DL2000. 


白带 出 现 。 超 声波 破碎 培养 产物 10 h 后 , 沉淀 中 有 
26.7 kD 的 和 蛋白 带 , 而 上 清 液 中 未 发 现 相 应 蛋白 ， 
说 明 在 原核 系统 中 表达 的 HoSP1 是 一 种 包涵 体 蛋 
H, 经 酶 活性 测定 ,未 发 现 有 丝氨酸 蛋白酶 活性 。 





<— 26.7 kD 


ae 





adi 





图 5 EHF pET21b-HoSP1 诱导 表达 产物 的 SDS-PAGE 
Fig.5 SDS-PAGE of the expression product of 
pET21b-HoSP] by IPTG induction 
1, 2: IPTG 诱导 表达 10 h 后 , E RUE CE a2 次 ) 
Deposit with ultrasonic disruption at 10 h after the expression products 
were induced by IPTG ( repeated twice) ; 3: 诱导 表达 10h 后 , 超声 波 
破碎 的 上 清 Supernatant with ultrasonic disruption at 10 h after the 


expression products were induced by IPTG ; 4; 未 诱导 的 表达 产物 沉淀 
Deposit of the expression products not induced by IPTG; 5: BI21; 6, 7, 


8,9: 分 别 为 诱导 表达 2, 4,6 和 8 h 后 的 表达 产物 沉淀 Deposit with 


ultrasonic disruption at 2, 4, 6 and 8 h after the expression products were 


induced by IPTG, respectively; M: 蛋白质 分 子 量 标准 物 Protein 
marker SM0431. 


在 无 细胞 的 体外 表达 系统 中 ,以 重组 表达 载体 
pET21b-HoSP1 为 模板 ,利用 Pierce Human In vitro 
Protein Expression Kit for DNA Template, 通过 T7 
RNA 聚合 酶 对 pET21b-HoSP1 转录 、 翻 译 过 程 诱导 
和 集 日 的 表达 。 经 SDS-PAGE 电泳 后 , 未 发 现 丝氨酸 
重 日 酶 的 大 量 表达 ( 结果 未 列 出 ), 但 以 BTEE 为 底 
物 , 在 紫外 分 光 光 度 计 下 测定 表达 产物 在 265 nm 
的 吸光 值 , 根据 公式 算出 丝氨酸 重 白 酶 的 活力 为 
0.0378 umol/mg * min, 


3 讨论 


55538 H Eb rp BJ pH 值 是 多 变 的 , 金龟子 中 
肠 的 pH 值 则 是 强 碱 性 的 (Biggs et al., 1996; 
Johnson and Rabosky, 2000; Zhang and Brune, 
2004) , 这 可 能 有 利于 提高 其 从 土壤 以 及 周围 强 石 
恢 酸 环境 中 吸收 蛋白 营养 物质 ( Johnson and Felton, 
1996) 。 在 昆虫 中 , EAK I EER EKRE 
日 酶 和 胰 凝 乳 和 集 日 酶 决定 的 丝氨酸 和 集 日 酶 控制 的 ， 
而 丝氨酸 蛋白 酶 在 感 病 昆 忠 中 活性 明显 降低 
2004) 。 感 染 细菌 Serratia spp. 的 褐 


( Jackson et al., 
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新 西 兰 肋 翅 鲁 金龟 幼虫 , 中 肠 丝 氨 酸 和 集 日 酶 的 活性 
明显 下 降 (Clare et al., 1993; Grkovic et al., 1995; 
Hurst et al., 2000) ,因此 抑制 或 破坏 丝氨酸 和 集 日 酶 
是 防治 害虫 的 有 效 策 略 。 

本 研究 应 用 免疫 筛选 原理 从 华北 大 黑 鳃 金龟 幼 
虫 中 肠 cDNA 表达 文库 中 筛选 得 到 丝 氮 酸 和 蛋 日 酶 ， 
与 祝 新 西 兰 肋 翅 鳃 金 包 的 14 种 丝氨酸 和 集 日 酶 有 明 
显 的 相似 性 ,其 中 与 CzSP3 的 序列 一 致 性 最 高 ， 为 
52.47% 。 和 丝氨酸 和 集 日 酶 催化 中 心 的 3 个 主要 残 基 : 
?H 2A E (His), AC 9g (Asp) , ZZ A4 (Ser), 位 
置 一 般 位 于 第 57，102 和 195 fz CTE IE 48 F, 
2007) ,本 人 研究 发 现 的 HoSP1 具有 催化 中 心 的 3 个 
主要 氨基 酸 His, Asp 和 Ser, 但 活性 中 心 的 位 置 位 
于 第 80, 125 和 215 位 , 不 在 第 57, 102 和 195 位 ， 
但 分 析 后 发 现 , 编号 问 后 移动 23 个 氨基 酸 后 ， 则 
His, Asp 和 Ser 的 位 置 分 别 为 第 57, 102 和 192 位 ， 
His 和 Asp 的 位 置 与 已 发 现 的 His57 和 Asp102 正好 
一 致 ， 而 Ser 的 位 置 变 为 第 192 位 , 与 Ser195 WA 
移动 ,属于 生物 进化 与 变异 的 范畴 。 

Marshall 等 (2008 ) 18 tH ££ ARE A 1H 4E] — 
个 特点 是 它们 大 都 是 250 个 左右 氨基 酸 的 重 白 质 ， 
具有 短 的 N 末端 信号 肽 和 30 ~50 个 氨基 酸 的 活化 
功能 域 。 本 人 研究 发 现 的 HoSP1 具有 260 TAER, 
EN 末端 含有 17 个 扫 基 酸 组 成 的 信号 肽 和 37 TA 
基 酸 组 成 的 活化 区 域 。 在 HoSP1 中 , 也 存在 高 度 保 
守 的 RCIVGG 氨基 酸 , 其 中 从 ”处 裂解 可 以 使 酶 原 
FERN BUR H BS, ix 5j Vor Pu E HU x HS s fe HJ 
CzSP1 -2 和 CzSP9 - 14 酶 原 转 变 为 成 熟 酶 的 保守 
区 域 作 用 位 点 完全 一 致 , 推测 的 信号 序列 和 酶 原 裂 
解 位 点 充分 说 明 HoSP1 EARE. AAR, 
GWG 序列 在 HoSP1 和 14 种 CzSPs 中 10096 一 致 ， 
这 在 其 他 动物 中 也 是 高 度 保守 的 , 但 其 功能 还 不 清 
楚 ( Krem and Di Cera, 2001; Yousef et al., 2004 ) 。 
AZ) EG ra, zz SuSE ENSE N 9m IP UH MT AE 
夹 结构 域 (clip domain) ， 具 有 发 夹 状 绪 构 域 的 丝 所 
酸 重 日 酶 及 其 类 似 物 参与 到 昆虫 的 酚 氧 化 酶 信号 传 
FHF, 参与 昆虫 体液 免疫 反应 中 的 蛋白 酶 水 解 级 
联 反 应 , 与 血 淋 巴 黑 化 及 抗菌 肽 合成 等 过 程 密切 相 
C SHS, 2011; RERS, 2011), ， 而 在 
HoSP1 中 未 发 现 发 夹 结构 域 , 因为 HoSP1 是 在 中 肠 
中 发 现 的 , 推测 HoSP1 参与 到 昆虫 的 消化 过 程 中 ， 
而 与 免疫 反应 无 关 , 不 参与 到 昆虫 的 酚 氧 化 酶 信号 
传导 当中 。 

HoSP1 的 催化 三 联 活性 中 心中 的 组 氮 酸 保守 区 


域 是 TAAHC, 与 CzSP1 -5, CzSP7 -8 和 CzSP12 - 
14 的 组 氮 酸 保守 区 域 完 全 一 致 , 天 冬 氮 酸 保守 区 
域 是 DVGV, 与 CzSP5 的 天 冬 氮 酸 保守 区 域 完 全 一 
致 ， 缘 氨 酸 保守 区 域 是 ACFGDSGG, 与 CzSP8 的 丝 
氮 酸 保守 区 域 完 全 一 致 。Marshall 等 (2008 ) 应 用 氨 
基 酸 固定 比率 模型 (amino acid fixed rate model ) 中 
的 贝 叶 斯 系统 分 析 法 ( Bayesian phylogenetic 
analysis) 建立 了 包括 14 种 CzSPs 的 76 种 丝氨酸 人民 
日 酶 系统 树 , 分 析 得 出 宰 新 西 兰 肋 翅 鳃 金色 丝氨酸 
BARRIS 2 进化 枝 ( CzSP3 -8) 和 第 3 进化 校 
(CzSP9 - 13) 为 胰 凝 乳 重 日 酶 (chymotrypsin) ， 而 第 
1 进化 枝 ( CzSP1 和 CzSP2) 与 第 4 进化 枝 ( CzSP14) 
为 胰 和 集 日 酶 (trypsin) ; 本 研究 把 HoSP1 与 CzSP3 -8 
聚 类 在 一 起 ,属于 第 2 进化 校 , 与 CzSP3 相似 性 最 
高 , 为 52.47% , 因此 推测 HoSP1 为 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 ， 
而 胰 凝 乳 重 日 酶 的 底 物 是 BTEE, 因此 本 人 研究 用 
BTEE 对 HoSP1 活性 进行 了 测定 。 

本 人 研究 在 大 肠 杆菌 中 通过 不 同时 间 的 诱导 , 表 
达 了 大 量 的 目的 和 蛋 日 , 但 未 发 现 有 酶 活性 。 有 关 酶 
重 日 的 原核 重组 活性 表达 涉及 多 方面 因素 (1) 衣 导 
表达 条 件 : 本 研究 就 诱导 时 间作 了 动态 分 析 ， 还 应 
该 根据 IPTG 诱导 浓度 、 诱 导 温 度 等 进行 条 件 优化 
与 活性 检测 。(2) 包 涵 体 : 原核 表达 中 产生 的 包涵 
体 由 于 不 能 形成 酶 蛋白 的 正确 构象 , 通常 不 具有 活 
VE, 具有 活性 的 重组 酶 集 日 一 般 是 以 可 浴 性 和 集 日 形 
式 少量 存在 于 细胞 破碎 液 的 上 清 中 , 但 本 研究 经 过 
活性 检测 , 在 上 清 中 未 发 现 有 酶 活性 ,因此 需要 进 
一 步 研究 包涵 体 的 复 性 条 件 , 测定 其 活性 。(3 ) 酶 
蛋白 本 身 的 特性 : 原核 表达 体系 中 由 于 缺乏 相应 的 
EMEI, MARAYA ADHA WIE, 
HoSP1 基因 序列 分 析 表 明 在 其 氨基 酸 序列 中 存在 潜 
在 的 0- 糖 基 化 位 点 , 可 能 需要 与 糖 基 结合 后 才能 有 
活性 。 娜 仁 高 娃 等 (2011 ) 认 为 , 可 能 由 于 牛皮 蝇 幼 
虫 抗原 ( Hypodermin A, B, C) 的 基因 来 源 于 真 核 生 
物 - 纹 皮 刚 Hypoderma lineatum 的 幼虫 ,而 且 在 氮 基 
酸 序列 中 均 存 在 6 个 半 胱 氨 酸 残 基 , 形成 3 对 二 硫 
键 , 而 大 肠 杆菌 细胞 内 的 还 原 环境 不 利于 二 硫 键 的 
形成 , 因此 在 25, 30 和 37% 诱导 下 也 不 能 促进 牛 
皮 蝇 幼 忠 抗原 重组 蛋白 的 可 溶性 表达 ,本 人 研究 新 发 
现 的 HoSP1 氨基 酸 序列 中 也 存在 3 对 二 硫 键 , 在 不 
同 诱导 时 间 下 没有 检测 到 酶 活性 ， 是 否 也 与 以 上 因 
素 有 关 ,， 有 竺 于 进一步 研究 。 

The Thermo Scientific Pierce Human /n Vitro 


Protein Expression Kit 是 一 个 利用 细胞 转录 机 制 在 
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Ag ESTER] P 3 EI] HE SUR XS I DE. 在 该 试剂 盒 
中 使 用 的 人 细胞 提出 物 包含 恒 白 合 成 中 所 有 的 细胞 
因子 , 例如 核糖 体 、 起 始 因子 、 延 伸 因子 和 RNA, 
当 加 入 了 辅助 蛋白、 能 量 复 合 物 后 ,克隆 在 载体 上 
的 DNA 模板 就 能 在 6 h NEREA, MARRA H 
产品 等 抑制 物质 。 该 体外 和 蛋 白 表达 系统 的 优点 是 能 
ERE MERRE, 避免 重 白 积聚 成 包涵 体 。 本 
研究 应 用 pET21b 表达 载体 , 通过 限制 性 内 切 酶 的 
酶 切 、 连 接 酶 的 连接 构建 了 pET21b 与 HoSPI 的 质 
MEAT, 因为 在 pET21b 载体 中 具有 T7 启动 子 ， 
因此 在 T7 RNA 聚合 酶 作用 下 能 够 合成 RNA, 用 于 
蛋 日 质 的 合成 , 在 体外 得 到 表达 , 虽然 表达 产量 很 
低 , 但 是 可 以 测 出 这 种 丝氨酸 重 日 酶 具有 酶 活性 ， 
HPR S a £6.22 308 28 EA BER JE — 2D DAL EAE 
了 基础 。 
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